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Sezione I 
 
 
1.1 Introduzione 
 
Polimeri naturali, come cellulosa, amido, alginato, chitina e i loro derivati sono 
eccipienti biodegradabili e a bassa tossicità ampiamente usati nelle formulazioni 
farmaceutiche. La chitina è uno dei polisaccaridi più abbondanti in natura, seconda solo 
alla cellulosa. Rappresenta circa il 70% della componente organica dell'esoscheletro di 
crostacei (aragosta, gamberetto, granchio), insetti e funghi (Aspergillus niger, Mucor 
rouxii). La chitina (1,4-2-acetamido-2-deossi--D-glucano) è un biopolimero 
policationico con struttura molto simile alla cellulosa: la glucosamina, legata mediante 
legami glicosidici -1,4-, è l'unità monomerica della catena lineare zuccherina, che 
presenta un alto grado di N-acetilazione. Il derivato principale della chitina è il 
chitosano (1,4-2-amino-2-deossi--D-glucano) ed è il prodotto di N-deacetilazione che 
si ottiene industrialmente per trattamento alcalino della chitina. I due polimeri vengono 
poi separati in base alla differente solubilità: il chitosano è insolubile in acqua, ma 
solubile in soluzioni acquose debolmente acide. 
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Il grande interesse per il chitosano è dovuto alle sue proprietà di biocompatibilità, 
biodegradabilità, non tossicità e alla sua attività biologica intrinseca. Infatti in 
biomedicina è stato studiato per l'azione ipocolesterolemizzante, per le proprietà 
curative di piaghe e ferite e per le azioni di antiacido e antiulcera. Inoltre, la sua capacità 
di formare forti legami elettrostatici con la maggior parte delle cellule di mammiferi ha 
suggerito usi potenziali come emostatico e spermicida. 
Negli ultimi anni il chitosano è stato studiato dall'industria farmaceutica per sistemi a 
rilascio controllato e, in particolare, per lo sviluppo di sistemi mucoadesivi. Infatti il 
chitosano presenta due requisiti essenziali per la mucoadesione: gruppi polari 
(ossidrilici e amminici) e catene lineari sufficientemente flessibili. 
Gli Studi di bioadesione condotti hanno suddiviso i polimeri bioadesivi in tre grandi 
categorie: 1) Polimeri che diventano bioadesivi a contatto con l'acqua, 2) Polimeri che 
aderiscono mediante interazioni non specifiche di natura elettrostatica, come legami ad 
idrogeno e forze idrofobiche, 3) Polimeri che si legano a siti recettoriali specifici sulla 
superficie cellulare. Durante questi studi sono stati testati veicoli polimerici neutri, 
policationici e polianionici concludendo che questi ultimi sono meno tossici e più 
bioadesivi. 
Le Principali  caratteristiche necessarie per la mucoadesione sono: 1) Gruppi in grado di 
formare forti legami ad idrogeno, come -OH e -COOH, 2) Forti cariche negative, 3) 
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Elevato peso molecolare, 4) Sufficiente flessibilità delle catene polimeriche,5) Proprietà 
di energia superficiale tali da favorire l'intreccio con il muco. I primi due aspetti non 
devono essere generalizzati. Infatti idrogeli con carica positiva possono generare forze 
addizionali di attrazione elettrostatica con la superficie mucosale. 
Più recentemente sono state testate le proprietà mucoadesive di vari polimeri cationici, 
neutri e anionici, misurando la forza di distacco dei polimeri dalla mucosa intestinale di 
maiale e mediante test di wash-off in tre mezzi diversi: soluzione salina isotonica, fluido 
gastrico e fluido intestinale artificiali. Questi risultati hanno permesso di definire la 
mucoadesione come l'interazione tra due polimeri idratati, o idrogeli (polimero e muco), 
in equilibrio con una terza fase liquida. Anche se in in vitro il policarbophil risulta 
essere il polimero con migliori proprietà mucoadesive, polimeri cationici ad alto peso 
molecolare, come il chitosano, hanno mostrato spiccate proprietà di mucoadesione, che 
possono essere aumentate in ambiente neutro o debolmente alcalino. L'interazione del 
policatione del chitosano con il muco, avviene attraverso interazioni elettrostatiche che 
si creano tra le cariche negative degli strati di  muco e quelle positive del policatione. 
Infatti la mucina, componente mucosale responsabile della struttura gelificata del muco, 
possiede come unità fondamentale una glicoproteina in cui le catene laterali zuccherine 
rappresentano circa il 70% in peso della molecola stessa, dove i gruppi terminali della 
maggior parte delle catene contengono residui di acido sialico che, avendo un pKa di 
2.6, sono caricati negativamente in condizioni fisiologiche. Una volta avvenuta 
l'adesione mediante interazione elettrostatica, le catene cationiche flessibili del 
chitosano si interpenetrano facilmente con la configurazione a random-coil della 
mucina. In commercio esistono tipi di chitosano che differiscono per peso molecolare 
(PM), grado di deacetilazione (GD) e tipo di salificazione. PM e GD sono caratteristiche 
che influenzano molto le proprietà delle formulazioni a base di chitosano e per questo 
vengono determinate con metodi analitici specifici. 
 
1.2. Impieghi farmaceutici del chitosano 
 
1.2.1 VIA ORALE 
E' la via di somministrazione più comune e meglio tollerata dai pazienti, tuttavia ha 
delle limitazioni. Infatti non è indicata per alcuni tipi di farmaci come gli 
antiinfiammatori non-steroidei, in quanto causano irritazione gastrica, o come i farmaci 
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di natura peptidica, scarsamente assorbiti dal tratto gastrointestinale o come la 
nitroglicerina che subisce un elevato effetto del primo-passaggio epatico. Inoltre, l'altro 
grande limite della via orale è l'impossibilità di controllo del rilascio del farmaco. 
Infatti, il tempo di residenza della forma di dosaggio nel tratto gastrointestinale dipende 
dalla velocità di svuotamento gastrico, che è un parametro fisiologico soggetto a grande 
variabilità individuale. Per questi motivi sono stati studiati nuovi eccipienti per la 
preparazione di compresse e per lo sviluppo di sistemi di trasporto microparticellari, in 
grado di controllare il rilascio del farmaco dopo la somministrazione orale. Negli ultimi 
anni il chitosano è stato proposto come veicolo potenziale per la via orale. 
 
1.2.1.1   Compresse 
Le compresse sono la forma di dosaggio di prima scelta per il loro basso costo di 
manifattura e per l'elevata stabilità. Le compresse a base di chitosano sono generalmente 
ottenute per compressione diretta, è stato osservato che questo polimero se inserito in 
altre formulazioni come eccipiente va a modificare migliorando le proprietà 
tecnologiche della formulazione. 
Si è potuto osservare che l'aggiunta di chitosano agli eccipienti convenzionali, come 
mannitolo, lattosio e amido, diminuisce l'angolo di riposo della miscela di polveri e 
quindi ne aumenta la scorrevolezza. 
Il chitosano è stato utilizzato nelle compresse come diluente, ma anche come legante e 
disintegrante per la sua capacità di richiamare acqua, è stato proposto inoltre l'utilizzo 
del chitosano in compresse a base di FANS, come aspirina e diclofenac sodico. I 
vantaggi del chitosano sono dovuti alla sua capacità di formare strutture gelificate al pH 
gastrico, che rallentano il rilascio del farmaco, e alla sua attività intrinseca di antiacido e 
antiulcera, che riduce l'irritazione gastrica. 
 
1.2.1.2 Rilascio di peptidi 
Piu recentemente si è studiato il chitosano e i suoi derivati come potenziali eccipienti 
per sistemi farmaceutici a rilascio orale contenenti peptidi come insulina, calcitonina e 
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burserelina dimostrando un incremento sostanziale della biodisponibilità di suddetti 
farmaci. La bassa efficacia di farmaci di questo tipo era dovuta alle barriere che queste 
molecole incontravano nel tratto garstrointestinale come l’assorbimento e l’attacco 
enzimatico spinto. Si è dimostrato dunque che l’utilizzo del chitosano e dei suoi derivati 
sono stati in grado di ridurre l’effetto di entrambe le barriere, effetto dovuto alle 
caratteristiche di:1) Enhancer di permeazione 2) Inibitore enzimatico 3) Effetto 
mucoadesivo. 
L’effetto di promotore di permeazione è importante per macromolecole ad alto peso 
molecolare ,per queste molecole la membrana dell’intestino risulta essere il fattore rate-
determining per l’assorbimento. L’utilizzo di polimeri mucoadesivi quindi, ha reso 
possibile aumentare il tempo di contatto della molecola al sito di assorbimento, 
migliorandone l’efficacia. L’effetto di promotore della permeazione è dipendente dalle 
caratteristiche strutturali del chitosano, polimeri con GD e\o PM elevati sono in grado di 
aumentare l’assorbimento di farmaci idrofili, invece la tossicità di questi polimeri 
dipende dalla elevata densità di carica dovuta ad un elevato grado di deacetilazione 
(GD) ma è poco influenzata dal peso molecolare (PM). 
Per ridurre cospicuamente l’effetto negativo della inibizione enzimatica a cui sono 
soggette le formulazioni orali si è pensato di produrre coniugati del chitosano con 
inibitori enzimatici tramite attacco covalente di quest’ultimi sui monomeri, riducendo 
cosi le dosi di inibitori che dovevano esser co-somministrati affinché il farmaco potesse 
‘sopravvivere’ all’attacco di enzimi come la tripsina, la chimotripsina della famiglia 
delle serina-proteasi e alle metallo peptidasi legate alle membrane delle cellule 
dell’intestino ad orlo a spazzola riducendo cosi gli effetti collaterali. 
 Per l'inibizione delle serina-proteasi pancreatiche sono stati sintetizzati i coniugati: 
chitosano-antipaina, chitosano-chimostatina e chitosano-elastatinale. Le metallo-
peptidasi hanno bisogno di cationi bivalenti come cofattori perciò sono stati preparati 
coniugati di chitosano e agenti complessanti, quali: NTA, EDTA e DTPA.  
 
1.2.1.3   Microparticelle 
Uno degli utilizzi che il chitosano ha mostrato negli ultimi anni è stato il suo impiego 
nella preparazione di carrier microparticellari per il targeting di farmaci per via orale, a 
tale categoria appartengono sia microsfere che microcapsule. Questi carrier 
microparticellari sono considerati potenziali sistemi orali di rilascio, che mantengono 
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costanti i livelli terapeutici del farmaco, evitando così le frequenti somministrazioni 
delle forme di dosaggio orale convenzionali. 
Il materiale proposto per la preparazione di questi sistemi microparticellari è stato il 
chitosano anche se i gruppi amminici primari del polisaccaride sono responsabili della 
sua solubilità pH-dipendente, che può rappresentare un limite per il rilascio orale, in 
quanto le microsfere possono formare interazioni elettrostatiche con i contro-ioni 
presenti nell’ambiente gastrico, diventando instabili. Questo inconveniente può essere 
superato mediante la formazione di cross-link irreversibili mediante glutaraldeide che 
comunque interferisce con la velocità di rilascio del farmaco dal carrier. 
 
1.2.1.4   Granuli e perle 
Il chitosano è un polimero adatto per il rilascio orale prolungato, in quanto è in grado di 
rigonfiare e erodersi a pH acidi, di conseguenza è stato utilizzato per la preparazione di 
matrici bioerodibili come granuli e perle. 
In questi sistemi il controllo della velocità di rilascio del farmaco dalla matrice è 
dipendente dalla velocità di dissoluzione nel caso delle perle e dalla velocità di 
disintegrazione della matrice nei granuli, perciò i granuli e le perle a base di chitosano 
sono sistemi molto adatti per ottenere un rilascio prolungato orale. 
 
1.2.1.5   Liposomi 
L'interazione del chitosano con i liposomi porta a due conseguenze vantaggiose: la 
stabilizzazione dei liposomi stessi e la possibilità di targeting delle vescicole a siti 
specifici grazie alle proprietà mucoadesive del polimero. 
Liposomi rivestiti di chitosano sono stati utilizzati per incrementare l’assorbimento 
orale di insulina, effetto raggiunto grazie alle proprietà mucoadesive del polimero che fa 
aumentare il tempo di contatto del sistema con la mucosa del tratto intestinale. 
 
1.2.2 VIA PARENTERALE 
 
La via parenterale per la somministrazione di farmaci è la via di elezione per quei tipi di 
farmaci che possono indurre irritazione gastrica e per sostanze inattive o scarsamente 
assorbite nel tratto gastrointestinale. 
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Sebbene l’utilizzo di questa via di somministrazione di farmaci porti ad un effetto 
rapido è stato possibile ottenere dei sistemi a rilascio prolungato utilizzando il 
chitosano. 
 
1.2.2.1   Microsfere 
Rappresentano sistemi di rilascio direzionato a siti bersaglio. Di conseguenza, 
microsfere a base di polimeri biodegradabili hanno ricevuto particolare attenzione nel 
caso di agenti antitumorali, sostanze altamente tossiche, poco stabili e con breve tempo 
di emivita, per le quali è essenziale un efficace targeting. 
 Sono state studiate microsfere a base di chitosano reticolato: la diffusione del farmaco 
dalla matrice può essere controllata dall'agente reticolante, come la glutaraldeide, che 
rende il chitosano meno suscettibile all'attacco lisosomale, inoltre, questo polisaccaride 
possiede un'attività antitumorale intrinseca, quindi microsfere a base di chitosano 
caricate con farmaci antineoplastici sembrano essere un promettente sistema di rilascio 
per il trattamento del cancro. Dal monitoraggio di parametri su animali da esperimento, 
quali il tempo di sopravvivenza e il peso corporeo è stato dimostrato che, l'efficacia di 
microsfere di chitosano reticolato con glutaraldeide contenenti mitoxantrone, 
somministrate mediante iniezione intraperitoneale, riducono la tossicità del farmaco 
aumentandone il suo effetto terapeutico. 
 
1.2.3 VIA NASALE 
 
Rappresenta un'interessante alternativa alla via parenterale per la somministrazione di 
farmaci a bassa biodisponibilità orale, come peptidi e proteine. Inoltre, la mucosa nasale 
ha un'elevata superficie epiteliale disponibile per l'assorbimento poiché presenta 
numerosi microvilli. Tuttavia, il grosso inconveniente della via nasale è il rapido 
meccanismo di clearance mucociliare, che riduce la biodisponibilità del farmaco 
somministrato. 
Una possibile strategia per ovviare al problema della clearance mucociliare è 
rappresentata da enhancer nasali (Laureth9, Lisofosfatidilcolina e il Taurodiidrofusidato 
sodico) che però sono dannosi se applicati alle concentrazioni per ottenere l’effetto. Le 
spiccate proprietà mucoadesive del chitosano dunque fanno sì che sia il candidato di 
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elezione per ovviare a questo problema, infatti il chitosano è in grado di rigonfiare, 
assorbendo l'acqua dallo strato mucosale della cavità nasale e interpenetrare all’interno 
della mucina. Si è evidenziato che ad un chitosano a più alto PM corrisponde una più 
lenta clearance mucociliare, probabilmente perché i complessi polimero-muco che si 
formano sono più intrecciati, più viscosi e quindi più adesivi aumentando del tempo di 
contatto del farmaco con la mucosa nasale. 
Una volta che il chitosano è stato rimosso dalla zona la clearance mucociliare e il 
trasporto mucociliare tornano alla normalità, senza danni nasali permanenti, in quanto 
l'interazione non ha alterato le proprietà viscoelastiche del muco. 
 
1.2.4 VIA TRANSDERMICA 
 
L’utilizzo del chitosano in questo tipo di formulazioni è stato impiegato grazie alle sue 
proprietà filmogene e alle caratteristiche di permeabilità delle membrane a base di 
questo polimero. 
Le membrane a base di chitosano reticolate con glutaraldeide sono state utilizzate come 
barriere rate-determining per il rilascio di farmaci idrofili (Propranololo) e lipofili 
(Nifedipina) dove il propranololo diffonde attraverso i pori mentre la nifedipina deve 
prima ripartirsi nella membrana e successivamente diffondere. 
Si è potuto constatare, ovviamente che il grado di reticolazione della matrice reticolata 
con glutaraldeide influisce negativamente sul grado di rigonfiamento del polimero, 
facendo diminuire il coefficiente di diffusione il coefficiente di ripartizione e il 
coefficiente di permeabilità del farmaco all’interno della matrice polimerica, quindi 
agendo sul grado di reticolazione della matrice possiamo avere un rilascio programmato 
del farmaco. 
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1.2.5 IMPIANTI 
Una caratteristica del chitosano è quella di essere biodegradabile, caratteristica che ha 
permesso l’utilizzo del chitosano nella preparazione di sistemi impiantabili nel corpo, 
che offrono la possibilità di un rilascio prolungato e localizzato dei farmaci. 
Oltre alla biodegradabilità, questi polimeri devono presentare specifici requisiti, come: 
non-tossicità, sterilità, buone proprietà meccaniche, prodotti di degradazione innocui e 
capacità di formare film. Dato che il chitosano possiede tutte queste caratteristiche, è 
stato proposto come materiale impiantabile per lo sviluppo di sistemi di rilascio 
contenenti principi attivi antitumorali, quali: uracile, 5-fluorouracile, mitoxantrone e 
mitomicina-C. La localizzazione dei questi sistemi all’interno di specifiche zone del 
corpo ha permesso di ridurre notevolmente gli effetti collaterali causati dall’utilizzo di 
questi farmaci oltre che alla riduzione della frequenza di somministrazione. 
 
1.2.6 VIA OFTALMICA 
 
L’utilizzo del chitosano nelle formulazioni oftalmiche è stato reso quasi necessario dalla 
austerità del sito di inoculo del farmaco. 
Il grosso problema delle somministrazioni oftalmiche è causato dalla bassa 
biodisponibilità oculare. La bassa biodisponibiltà e causata dal riflesso lacrimale e dal 
drenaggio attraveso il dotto naso-lacrimale. Infatti, meno del 5% del farmaco 
somministrato penetra nella cornea comportando la necessità di numerose 
somministrazioni aumentando l’insorgenza di effetti collaterali dovuti all’assorbimento 
sistemico. Risulta, perciò, evidente l'importanza di aumentare sia il tempo di residenza 
nell'area precorneale, sia l'assorbimento del farmaco; effetti ottenibili utilizzando 
viscosizzanti all’interno della formulazione insieme a polimeri bioadesivi come 
promotori dell’assorbimento dato che il solo aumento della viscosità della formulazione 
non è sufficiente ad aumentare il tempo di contatto del farmaco al sito di 
somministrazione. 
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1.2.7 NANOPARTICELLE DI CHITOSANO 
 
I successi ottenuti nel campo delle nanoscienze e delle nanotecnologie hanno portato ad 
applicazioni nei più diversi campi dell’attività umana (Peniche H. and Peniche C. 2011). 
La miniaturizzazione dei sistemi a dimensioni nanometriche infatti fa aumentare 
enormemente le loro potenzialità. La chiave di volta delle proprietà dei nanomateriali 
risiede nelle loro dimensioni, nelle loro caratteristiche superficiali e nelle interazioni 
interparticellari. L’applicazione delle nanotecnologie in medicina è definita 
nanomedicina, la quale è stata definita come “il processo di diagnosi, trattamento e 
prevenzione delle malattie e dei traumi, di attenuamento del dolore, di miglioramento 
della salute umana, utilizzando strumenti molecolari e la conoscenza molecolare del 
corpo umano”. Inizialmente la nanomedicina si è occupata principalmente di due settori: 
lo sviluppo di nuovi sistemi diagnostici; e di nuovi sistemi di rilascio di farmaci. I 
nanosistemi farmaceutici più utilizzati sono: nanoparticelle organiche (a base di 
dendrimeri e polimeri), o costituite da complessi di materiale organico ed inorganico, 
liposomi, o nanoparticelle a base di proteine e peptidi. Le nanoparticelle sono particelle 
solide colloidali con diametro compreso tra 1 e 1000 nm. Si possono distinguere in 
nanosfere e nanocapsule. Le nanosfere hanno una struttura monolitica nella quale il 
farmaco è disperso nella matrice polimerica o adsorbito sulla superficie. Le nanocapsule 
hanno una struttura membranosa con il farmaco intrappolato nel nucleo o adsorbito sulla 
superficie esterna. La matrice polimerica può avere origine naturale o sintetica. I 
polimeri naturali sono preferiti grazie alla loro biocompatibilità, biodegradabilità e non 
tossicità. Il chitosano è un polisaccaride cationico con eccellenti qualità biologiche: è 
biocompatibile, biodegradabile, mucoadesivo e non tossico ed ha attività 
antimicrobiche, antivirali ed immunoadiuvanti. Da un punto di vista chimico il 
chitosano è un polisaccaride naturale composto essenzialmente da unità D-
Glucosammina e N-Acetil-D-Glucosamina, legate tramite legami β (1→4). Il chitosano 
non si trova facilmente in natura ma si ottiene generalmente dalla deacetilazione della 
chitina che è un polisaccaride costituito da unità di acetilglucosammina, legate tra di 
loro con un legame di tipo β (1→4). La chitina è presente nel guscio di crostacei e 
molluschi, nella parete cellulare dei funghi e nella cuticola degli insetti. La 
microstruttura del chitosano dipende da come viene effettuata la reazione di 
deacetilazione della chitina, che può avvenire in condizioni eterogenee o omogenee. 
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Questa differenza strutturale è molto importante nel determinare alcune proprietà del 
chitosano, come la solubilità. Il chitosano ottenuto in condizioni eterogenee, non è 
solubile in acqua, sebbene diventi solubile a pH acido; mentre il chitosano ottenuto in 
condizioni omogenee risulta solubile in acqua. Per questo è possibile trovare in 
commercio un elevato numero di tipi di chitosano che differiscono tra loro per il peso 
molecolare ed il grado di deacetilazione. Inoltre il chitosano può essere chimicamente 
modificato grazie alla presenza sulla sua unità di ripetizione di gruppi –NH2 e –OH 
dando luogo alla formazione di numerosi derivati che vengono utilizzati per preparare 
formulazioni versatili. Il legame glicosidico del chitosano è emiacetalico e pertanto non 
è stabile e in ambiente acido può essere idrolizzato, con conseguente diminuzione della 
viscosità e del peso molecolare (PM). Il chitosano può essere degradato dai lisozimi nel 
siero e dalla lipasi, un enzima presente nella saliva e nei fluidi gastrici e pancreatici. I 
prodotti di degradazione enzimatica del chitosano non sono tossici. Inoltre è stato 
riscontrato che il chitosano aumenta la permeabilità delle membrane cellulari, sia in 
vitro che in vivo. Da un punto di vista biofarmaceutico, il chitosano ha la potenzialità di 
aumentare l’assorbimento dei farmaci prolungando il tempo di residenza dei sistemi di 
rilascio ai siti di assorbimento ed ha la capacità di aprire le giunzioni strette delle 
membrane cellulari. Inoltre ha attività antimicrobiche, antivirali ed antitumorali.  
Tutte queste interessanti proprietà del chitosano e dei suoi derivati hanno suggerito il 
loro impiego in numerose applicazioni: in compresse, film, e microparticelle per il 
rilascio di farmaci. Le tecnologie impiegate per preparare microparticelle di chitosano 
per incapsulare farmaci sono: la gelificazione ionotropica, lo spray drying, la 
coacervazione semplice e complessa. E’ bene precisare che non tutte le tecniche usate 
per ottenere microparticelle, possono essere applicate per la preparazione delle 
nanoparticelle. 
A differenza delle microparticelle le nanoparticelle hanno una elevata mobilità proprio 
grazie alle loro piccole dimensioni e possono facilmente entrare nelle cellule 
accumulandosi nei siti di azione del farmaco. 
I farmaci incapsulati nelle nanoparticelle possono essere rilasciati per degradazione ed 
erosione del chitosano. Le velocità di degradazione e di erosione possono dipendere 
dalle caratteristiche del chitosano utilizzato, quali PM e grado di deacetilazione, per 
questo è possibile modulare la velocità di rilascio scegliendo opportunamente il tipo di 
chitosano. Le cariche positive del chitosano, conferiscono alle nanoparticelle una 
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densità di carica positiva superficiale che ne influenza l’internalizzazione nelle cellule. 
Il chitosano viene utilizzato maggiormente come carrier di farmaci al fegato, al polmone 
e al colon. 
 
 
1.2.8 DERIVATI DEL CHITOSANO 
 
Il gruppo amminico primario presente in posizione 2 di ogni unità monomerica è stato 
funzionalizzato per ottenere in modo semplice diversi derivati del chitosano. In questo 
modo, potrebbe essere possibile ottimizzare le proprietà del chitosano per raggiungere 
determinati obiettivi e per risolvere specifiche problematiche farmaceutico-
tecnologiche. 
Nonostante il chitosano sia considerato un polimero molto promettente per il suo effetto 
di promozione dell’assorbimento, il suo impiego biofarmaceutico presenta dei problemi, 
in quanto ha una pKa di 5.6 e quindi è solubile soltanto in soluzioni acide con pH 
inferiori a 6.0. Al pH fisiologico (7.4), il chitosano è insolubile e quindi meno efficace. 
Per questo motivo sono stati sintetizzati diversi derivati del chitosano, che sono solubili 
in un intervallo di pH più ampio. Le proprietà del chitosano come la mucoadesività, la 
capacità di promuovere l’assorbimento dei farmaci ed il basso profilo di tossicità, hanno 
suggerito negli ultimi anni numerosi studi.  
Il chitosano, è insolubile in ambiente fisiologico (pH 7.2-7.4), per questo non è possibile 
utilizzarlo come promotore di assorbimento intestinale. Infatti a valori di pH neutro il 
polimero non è in grado di aprire le giunzioni strette tra le cellule dell’epitelio 
intestinale, a causa della mancanza di carica positiva, che invece è presente sulle catene 
polimeriche a pH acido. Per risolvere il problema della solubilità, in molti hanno 
suggerito la derivatizzazione del chitosano, sfruttando i gruppi amminici primari 
presenti sulle unità monomeriche. Sono stati finora condotti studi preliminari di 
biocompatibilità e di attività di promozione di assorbimento di questi derivati: in tutti i 
casi si è dimostrata una maggiore attività di promozione da parte dei derivati rispetto al 
polimero di partenza, inoltre si è riscontrata un’ottima biocompatibilità. Un ulteriore 
inconveniente riscontrato con il chitosano, è il fatto che sistemi di rilascio a base di 
questo polimero non sono in grado di per sé di controllare il rilascio del farmaco. In 
certi casi l’azione di promozione di assorbimento è inutile, se non è accompagnata da un 
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graduale rilascio del farmaco nel sito di assorbimento. A tale scopo, molti studiosi 
hanno suggerito la sintesi di chitosani reticolati, i quali, anche se in molti casi sono 
riusciti a dare un profilo di rilascio del farmaco di ordine zero, non sono stati in grado di 
ritardare il rilascio del farmaco. Altri hanno suggerito l’utilizzo di formulazioni 
contenenti contemporaneamente chitosano ed altri eccipienti poco solubili in ambiente 
gastrico, ma anche in questo modo non è stato possibile ritardare il rilascio dei farmaci, 
soprattutto di farmaci idrofili, a causa della caratteristica di rigonfiamento del chitosano, 
il quale, richiamando acqua all’interno della forma di rilascio, permette la formazione di 
canali acquosi nei quali avviene la diffusione del farmaco. 
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Sezione II 
 
 
2.1 Introduzione alla parte sperimentale 
 
Sistemi nanoparticellari mucoadesivi per la somministrazione di farmaci per via orale, 
che è la via preferita per la somministrazione sistemica di farmaci, hanno suscitato un 
diffuso interesse grazie al loro riconosciuto potenziale di migliorare la biodisponibilità 
dei farmaci aventi bassa permeabilità mucosale e/o mancanza di stabilità chimica 
nell'ambiente gastrointestinale (Dünnhaupt et al. (2011); Ponchel et al. (1997); Sakuma 
et al. (2002); Sarmento et al. (2007); Takeuchi et al. (2001)). 
L'adesione al muco può rallentare il transito delle particelle attraverso il tratto 
gastrointestinale, prolungando così la permanenza al sito di assorbimento del farmaco 
trasportato e realizzando elevati gradienti di concentrazione attraverso la membrana 
mucosa per tempi prolungati (Dünnhaupt et al. (2011)). Le nanoparticelle possono 
anche aumentare la biodisponibilità orale dei farmaci proteggendo dalla degradazione il 
farmaco intrappolato (Dünnhaupt et al. (2011); Sarmento et al. (2007); Sakuma et al. 
(2002); Ponchel et al. (1997)). 
La considerazione primaria, quando si mira a preparare nanoparticelle polimeriche 
mucoadesive, è il materiale di base, che si suppone sia un polimero mucoadesivo, 
biocompatibile e biodegradabile. I derivati del chitosano con carica positiva sulla loro 
unità di ripetizione, sono i materiali indicati a questo scopo. Nel nostro laboratorio sono 
stati sintetizzati derivati del chitosano che portano brevi catene pendenti che contengono 
un piccolo numero di gruppi ammonici quaternari adiacenti, parzialmente sostituiti sulle 
unità di ripetizione del chitosano (Zambito et al. (2006)). e una relativamente alta 
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frazione di gruppi amminici primari, non sostituiti, che rimangono sulla catena del 
chitosano. Questi gruppi sono disponibili per l'attacco covalente di composti contenenti 
tioli. Si pensa, che i gruppi tiolici favoriscano l’adesione del polimero all'epitelio 
reagendo con i tioli del muco epiteliale per formare legami disolfuro. Questa 
considerazione porta a pensare che i derivati tiolati del chitosano siano promettenti 
materiali di base per la prepararazione di nanoparticelle mucoadesive. Tuttavia, i 
polimeri ottenuti da (Zambito et al., 2009) sono risutati come tali inadatti a questo 
scopo. In effetti la loro gelificazione con tripolifosfato, usata in passato per ottenere 
nanoparticelle a partire da chitosano policationico o N-trimetilchitosano (Sandri et al. 
(2007)), portò a particelle oltre il limite delle nanodimensioni, effetto probabilmente 
causato da un peso molecolare del chitosano di partenza troppo elevato  (590 kDa, 
viscosimetrico). 
La presente tesi ha avuto lo scopo di 1) ottenere coniugati chitosano-ammonio 
quaternario a partire da chitosano depolimerizzato; 2) studiare gli effetti delle 
condizioni di reazione, specialmente la temperatura, sulla struttura dei prodotti e sulla 
riproducibilità; 3) introdurre gruppi tiolici sui suddetti coniugati per formazione 
di gruppi ammidici con acido tioglicolico; 4) usare i derivati tiolati risultanti per 
preparare nanoparticelle stabili di adeguate dimensioni per gelificazione ionotropica con 
acido ialuronico depolimerizzato, che è un polisaccaride polianionico mucoadesivo 
contente unità di acido glucuronico. 5) studiare la mucoadesività dei polimeri 
sintetizzati. 
 
2.2 Materiali e metodi 
 
 _ Acido tioglicolico (TGA) (Sigma); 
 _ Fluoresceina isotiocianato (FITC) (Sigma); 
 _ Membrane di cellulosa, cut-off 12.5 kDa (Sigma); 
 _ 2-dietilamminoetil cloruro (DEAE-Cl) cloridrato (Fluka); 
 _ Acido ialuronico (HA) PM 950 kDa (Contipro, Dolnì Dobrouč, Czech 
Republic); 
 _ Chitosano deacetilato almeno al 90% ottenuto dal guscio di gamberetto (Ch) 
(Chitoclear FG90, Primez, Drammen, Norway). 
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Il Ch commerciale aveva un PM  medio viscosimetrico di 590 kDa ed un grado di 
deacetilazione, determinato tramite IR o NMR, del 90% o 82% (Zambito et al. (2006)).  
Prima dell'uso, la membrana di cellulosa veniva immersa in acqua per almeno 24 ore. 
Tutte le soluzioni/dispersioni acquose furono preparate con acqua distillata di fresco. 
 
2.3 Preparazione dei polimeri a ridotto peso molecolare 
 
La depolimerizzazione ossidativa del Ch commerciale con NaNO2 è stata descritta in 
numerose pubblicazioni (vedi, e.g. Janes and Alonso (2003); Liu et al. (1997) et al., 
1997; Mao et al. (2004)). Due grammi di Ch furono sospesi in 200 mL di acqua, quindi 
furono aggiunti 7.3 mL di HCl 1 M, e la miscela fu tenuta in agitazione per una notte a 
temperatura ambiente, in modo da avere la completa solubilizzazione del polimero. 
Successivamente, furono aggiunti goccia a goccia 5 mL di NaNO2 0.1 M e l'agitazione 
fu proseguita a temperatura ambiente per altre 12 ore.  
La miscela fu quindi trasferita in un tubo da dialisi e dializzata contro acqua per 3 
giorni, dopodiché fu portata a pH 8 con NaOH 1M in modo da avere la precipitazione 
del Ch a PM ridotto (rCh). Questo fu raccolto per centrifugazione, lavato diverse volte 
con acqua ed infine liofilizzato. 
La degradazione di HA fu effettuata secondo Shu et al. (2002), dove, 1 g di HA 
commerciale fu solubilizzato in 100 mL di HCl pH 0.5 a 37 C° e sotto  continua 
agitazione per 24 ore, quindi la soluzione fu portata a pH 7.0 con NaOH 1 M e 
dializzata contro acqua per 4 giorni (Shu et al. (2002)). La soluzione fu poi chiarificata 
per filtrazione e successivamente liofilizzata in modo da ottenere HA a PM ridotto 
(rHA). 
 
2.4 Determinazione viscosimetrica del peso molecolare dei polimeri 
 
Il PM del Ch e dell’ HA commerciali sono stati riportati nel paragrafo dei materiali. 
I PM medi di rCh e rHA furono determinati mediante misure viscosimetriche mediante 
un viscosimetro a capillare di Ostwald (Cannon-Fenske serie ASTM 75) secondo il 
procedimento riportato da Khalid et al. (1999). La viscosità ridotta di soluzioni di rCh in 
Acido acetico 0.1 M / NaCl 0.2 M, o di rHA in NaCl 0.1 M, a diverse concentrazioni 
nell'intervallo 0.1-0.75 mg/mL fu determinata usando l'equazione: 
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ηred = (t - t0) / t0 x C       (1) 
 
dove t e t0 rappresentano, rispettivamente, il tempo di flusso della soluzione e del 
solvente e C è la concentrazione della soluzione espressa in g/mL.  
Il grafico sperimentale ηred vs C si presenta come una retta la cui intercetta sulle 
ordinate in C=0 fornisce il valore della viscosità intrinseca,[η], da questa fu calcolato il 
peso molecolare viscosimetrico del polimero, PM, espresso in Dalton mediante 
l'equazione di Mark-Houwink: 
 
[η] =KPMα         (2) 
 
I coefficienti K e α nell'equazione 2 per il Ch in acido acetico 0.1M / NaCl 0.2 M, 
determinati da Roberts and Domszy (1982), hanno i seguenti valori: 
K = 1.81 x 10
-3 
 mL/g e α= 0.93. 
Usando i parametri scritti sopra insieme al valore estrapolato di 45.1 mL/g per [η] 
(r2=0.952,n=5) Si è calcolato dall’equazione 2 il valore di PM pari a 32 kDa 
corrispondente a  rCh. 
 
Per HA in NaCl 0.1 M sono stati usati i valori: 
 
K = 4.6 x 10
-3
mL/g e α= 0.8 [Tadmor et al. (2002)] ottenendo il valore di 469 mL/g per 
[η] (r2=0.968,n=5). Utilizzando questi valori si è ottenuto un PM di 470 kDa per 
L’rHA. 
 
2.5 Sintesi dei coniugati N
+
-rCh 
 
0.5 g di r-Ch liofilizzato furono disciolti in 20 mL di HCl 0.11 M (pH 4.7). 2g di 
DEAE-Cl 
.
HCl e 3 mL di NaOH al 15% furono aggiunti in sequenza alla soluzione di   
rCh, sotto vigorosa agitazione a temperatura controllata (40, 50 o 60°C). Il chitosano 
solido precipitò come una mucillagine dalla soluzione iniziale in seguito all'aggiunta di 
NaOH. L'agitazione ed il riscaldamento furono continuati per un totale di 2 ore durante 
le quali il pH della miscela di reazione venne mantenuto sotto stretto controllo al valore 
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di 8 mantenendo l'elettrodo di un pH-metro immerso nella miscela di reazione ed 
aggiungendo NaOH acquoso concentrato quando necessario. Al termine delle 2 ore 
previste per la reazione, quando la mucillagine ormai era completamente disciolta, la 
miscela fu portata a pH 7 con HCl 1 N, chiarificata mediante filtrazione e purificata 
mediante dialisi contro acqua.  
La dialisi fu continuata fino alla scomparsa dello ione cloruro dalla fase esterna, quindi 
la soluzione fu liofilizzata per ottenere il prodotto puro. La struttura dei coniugati 
chitosano-ammonio quaternario fu confermata per ciascun derivato dal fatto che gli 
spettri NMR, erano simili a quelli riportati da Zambito et al. (2006) per i loro coniugati 
ad alto PM. I derivati del chitosano sintetizzati nella seguente tesi sono caratterizzati 
dalle sigle N
+
-rCh(50°) e N
+
-rCh (60°), tra parentesi è indicata la temperatura di 
reazione. Per ogni temperatura la reazione di sintesi è stata ripetuta tre volte per 
valutarne la riproducibilità 
 
2.6 Misurazioni  
1
H e 
13
C NMR 
 
 Le misure 
1
H e 
13
C NMR sono state eseguite impiegando uno spettrometro Varian 
INOVA 600 operante a 600 MHz e 150 MHz rispettivamente, in soluzioni di D2O; la 
temperatura è stata controllata (accuratezza ± 0.1 °C) per mezzo dell’unità di controllo 
Varian. Le mappe COSY (COrrelation SpectroscopY) sono state registrate utilizzando 
la minima ampiezza spettrale possibile in entrambe le dimensioni, impiegando un 
intervallo di rilassamento di 3 s e raccogliendo da 128 incrementi di 4 transienti con 2K 
punti ciascuno. Gli spettri TOCSY (TOtally Correlated SpectroscopY) sono stati 
registrati utilizzando la minima ampiezza spettrale, un intervallo di rilassamento di 2 s, 
128 incrementi di 4 transienti con 2K punti ciascuno, e un mixing time di 120 ms. Per 
gli spettri 2D-ROESY (Rotating-frame Overhauser Enhancement SpectroscopY), 
registrati utilizzando la minima ampiezza spettrale ed impiegando un tempo di 
rilassamento di 5 s e un mixing time di 0.2 s, sono stati raccolti 256 incrementi di 4 
transienti con 2K punti ciascuno. Per gli spettri gHSQC (gradient Heteronuclear Single 
Quantum Coherence), registrati anch’essi utilizzando la minima ampiezza in entrambe 
le dimensioni, è stato impiegato un tempo di rilassamento di 2 s, raccogliendo 128 
incrementi con un numero di transienti pari a 128, ciascuno con 2K punti. 
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2.7 Attacco covalente dei gruppi tiolici sui coniugati N
+
-rCh 
 
La tiolazione dei derivati N
+
-rCh fu ottenuta per attacco di TGA ai gruppi amminici 
primari non sostituiti ancora presenti sulle catene di N
+
-rCh attraverso la formazione 
gruppi ammidici mediata da EDAC (Kast and Bernkop-Schnürch (2001)). EDAC fu 
aggiunta a 25 mL di una soluzione acquosa limpida di (2% peso/peso) di N
+
-rCh (50°) o 
N
+
-rCh (60°), fino ad una concentrazione di 50 mM. Dopo la completa dissoluzione di 
EDAC fu aggiunto un eccesso di TGA (0.8 g) ed il pH fu aggiustato a 5 con NaOH 1 M. 
La miscela di reazione fu incubata per 3 ore a temperatura ambiente sotto agitazione e 
quindi sottoposta a dialisi per 3 giorni. La fase esterna della dialisi venne cambiata 
quotidianamente: il primo giorno HCl 5 mM; il secondo giorno, HCl 5 mM contenente  
l'1% di NaCl; il terzo giorno HCl 5 mM. Trascorsi i 3 giorni la soluzione del polimero 
all’interno del tubo da dialisi fu liofilizzata per ottenere N+-rCh (50°)-SH o                
N
+
-rCh (60°)-SH purificati.I derivati tiolati liofilizzati sono stati conservati a -20°C al 
buio. Il procedimento per la tiolazione di N
+
-rCh (50°)-SH o N
+
-rCh (60°)-SH è stato 
ripetuto, come descritto precedentemente, eccetto che non fu aggiunto EDAC alla 
miscela di reazione. 
 
2.8 Determinazione del contenuto dei gruppi tiolici sui coniugati N
+
-rCh-SH 
 
Per determinare i gruppi tiolici, 15 mg di polimero furono sciolti in 10 mL di acqua, fu 
aggiunta una soluzione acquosa all'1% di amido (1mL), il pH fu aggiustato a 3 con HCl 
1 M. La soluzione fu titolata con una soluzione acquosa di iodio 1 mM fino ad una 
permanente colorazione azzurra (Kast and Bernkop-Schnürch (2001)). La 
determinazione del contenuto di tioli fu ripetuta dopo circa un anno dalla conservazione 
a -20°C al buio. Per determinare i gruppi disolfuro, questi furono ridotti a tioli 
aggiungendo 8 mL di sodio boroidruro acquoso al 10% ad una soluzione di 15 mg di 
polimero in 2 mL di acqua ed agitando per 1 ora. Quindi l'eccesso di sodio boroidruro fu 
eliminato portando la soluzione a pH 3 con HCl 1 M ed il contenuto di tioli fu 
determinato mediante titolazione iodometrica scritta sopra.  
Il contenuto in disolfuro fu ottenuto per differenza tra i contenuti in tiolo dei derivati 
N
+
-rCh ridotti e non ridotti. I contenuti in tiolo libero e disolfuro furono espressi come 
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grado di sostituzione (%) sulla base delle unità di ripetizione del polimero o come µmol 
per g di polimero. I prodotti ottenuti in assenza del catalizzatore EDAC, titolati con 
iodio mostrarono un contenuto di tioli non significativo in tal modo dimostrando la 
validità del procedimento per la purificazione dei polimeri dal TGA, descritto nella 
sezione 2.7 
 
2.9 Marcatura dei polimeri con FITC 
 
Si è seguito un procedimento  descritto in precedenza da Di Colo et al. (2009). 
Una soluzione di FITC in dimetilsolfossido (DMSO) (1 mL, 2 mg/mL) fu aggiunta ad 
una soluzione acquosa di ciascun polimero N
+
-rCh o N
+
-rCh -SH (20 mL, 2mg/mL) e la 
miscela fu incubata a 4°C per 8 ore. Successivamente la soluzione venne fatta fluire 
attraverso una colonna di Sephadex G15 per liberare il polimero marcato da FITC non 
reagita e quindi liofilizzata. In nessun caso la colonna di Sephadex G15 non ha 
interagito, colorandosi, con la soluzione polimero-FITC, ciò indicò in tutti i casi 
l'assenza di FITC non reagita e quindi la completa marcatura del polimero. 
Successivamente il legame fluoroforo legato al polimero fu calcolato e risultò essere il 
5% della massa totale (0.13 mmol/g). 
 
2.10 Preparazione e caratterizzazione di nanoparticelle basate su N
+
-rCh-SH 
 
Aliquote da 50 µL di rHA 0.025 mg/mL in tampone fosfato isotonico pH 7.4, 0.13M 
(TF) furono aggiunte consecutivamente a 10 mL di ciascun derivato N
+
-rCh-SH 
marcato con FITC o non marcato alla concentrazione di 2 mg/mL in TF sotto continua 
agitazione, analizzando il sistema mediante light scattering (Nano Z690 Malvern) dopo 
ogni aggiunta per osservare la possibile formazione di particelle. Le aggiunte sono state 
sospese al momento della comparsa di nanoparticelle nell'intervallo dimensionale di 
270-370 nm. 
 
2.11 Studi di mucoadesività ex vivo 
 
La mucoadesione dei polimeri N
+
-rCh-SH e rHA e dei polimeri non tiolati N
+
-rCh alle 2 
temperature di reazione(tutti marcati con FITC e dispersi/disciolti in TF) è stata 
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determinata mediante il seguente procedimento ex vivo, preso da Pimienta et al. (1992) 
e modificato. La mucosa intestinale fu asportata da ratti Winstar maschi non a digiuno e 
di peso 250-300 g. Questi furono trattati come descritto nella pubblicazione 'Guide for 
the care and use of laboratory animals' (NIH Publication No 92-93, revised 1985). 
Tutti gli esperimenti sono stati condotti sotto supervisione veterinaria e i protocolli 
furono approvati dalla commissione etico-scientifica dell'Università di Pisa. Dopo il 
sacrificio del ratto, i primi 50 cm di intestino tenue furono immediatamente asportati. 
Quattro segmenti da 10 cm furono tagliati dall'intestino isolato, aperti mediante 
incisione longitudinale e la mucosa liberata dai contenuti luminali e delicatamente 
lavata con TF. Ogni segmento intestinale fu quindi suddiviso in 3 porzioni per 
facilitarne la completa immersione in 1 mL della soluzione, o dispersione, da testare, 
che venne tenuta a contatto con il tessuto intestinale per 3 ore a 37°C insieme ad una 
miscela di gas costituita da 95% di O2 e 5% di CO2 che veniva fatta gorgogliare 
all’interno dell’ambiente di reazione. In un lavoro precedente è stato dimostrato che la 
mucosa intestinale non veniva danneggiata dalle suddette condizioni (Zambito et al. 
(2009)). Quindi, al termine delle tre ore di reazione, dopo aver ripristinato il peso 
dell'acqua evaporata dalla soluzione o dispersione, furono prelevati 20 µL della 
soluzione o dispersione, che furono opportunamente diluiti con TF.  La concentrazione 
del relativo materiale marcato con FITC fu misurata fluorimetricamente con riferimento 
alla relativa curva di calibrazione. Ogni campione testato per la mucoadesività fu anche 
trattato, nelle condizioni descritte sopra, con un segmento intestinale lungo 10 cm 
chiuso ad entrambe le estremità con con un filo di cotone, per permettere il contatto del 
campione con solo la faccia muscolare del segmento intestinale escludendo il contatto 
con la mucosa. Questo trattamento è stato necessario per  escludere la possibilità di 
adsorbimento del campione su tale faccia. La frazione della massa adsorbita è stata 
calcolata mediante la seguente formula: 
 
Frazione assorbita(%) = (C1 - C2)/C x 100            (3) 
 
dove C1 e C2 sono rispettivamente le concentrazioni del materiale marcato con FITC 
prima e dopo l'incubazione. 
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Sezione III 
 
 
RISULTATI E DISCUSSIONI 
 
3.1 Sintesi dei coniugati N
+
-rCh 
 
La reazione di Ch commerciale (PM=590kDa) con DEAE-Cl è stata studiata in passato 
da Zambito et al. (2006,2008). L'analisi NMR basata su mappe bidimensionali mostrò 
che i derivati avevano la struttura di coniugati N
+
-rCh, precisamente, N,O-[N,N-
dietilamminometil(dietildimetilemeammonio)n] metil chitosani, contenenti piccole 
catene pendenti costituite da un piccolo numero di gruppi ammonici quaternari 
adiacenti, parzialmente sostituiti sulle unità di ripetizione di chitosano (Zambito et al. 
(2006)). Il grado di sostituzione (GS) ed il numero medio di gruppi ammonici quaternari 
in ogni piccola catena (n) dipendeva fortemente dal pH della miscela di reazione, che 
doveva essere strettamente controllato al valore di 7 o 8 affinché la reazione di sintesi 
fosse riproducibile (Zambito et al. (2008)). Nella presente tesi la reazione è stata 
effettuata a partire da rCh (PM=32 kDa) nella prospettiva di ottenere coniugati a più 
basso PM, con i quali preparare nanoparticelle di dimensioni  appropriate. E' stato 
studiato anche l'effetto della diminuzione della temperatura della reazione portandola, al 
di sotto dei 65°C, ovvero il valore usato da Zambito et al. (2008), mentre il valore del 
pH della miscela di reazione è stato mantenuto al valore di 8 per assicurare la 
riproducibilità della reazione che, quando venne effettuata a 50 o a 60°C, ha portato alla 
formazione di coniugati riproducibili del tipo N
+
-rCh mentre a 40° C la reazione non 
avveniva o non era riproducibile. I rispettivi valori di GS e n per i due derivati, riportati 
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in Tabella 1, sono significativamente differenti ed il più alto valore di GS corrispondeva 
al più basso n. Nella stessa tabella sono riportati i valori di GS e n dell’ N+-rCh8, che è 
il coniugato chitosanoammonico quaternario ottenuto da Zambito et al. (2008) dal Ch 
commerciale a pH 8 e a 65°C. Tali valori, sebbene poco differenti statisticamente dai 
rispettivi valori per N
+
-rCh (60°) sono in accordo con l'andamento di GS ad aumentare e 
quello di n a diminuire con l'aumentare della temperatura. Questa osservazione 
suggerisce che l'accrescimento delle catene pendenti di ammonio quaternario richiedeva 
una più bassa energia di attivazione rispetto alla sostituzione di tali catene sulle unità di 
glucosammina, indipendentemente dalla lunghezza della catena del chitosano. E' 
interessante notare che qualsiasi coniugato chitosano-ammonio quaternario riportato 
nella Tabella 1, sintetizzato in diverse condizioni di temperatura, portava la media di 
una carica positiva per unità di ripetizione, che è forse la massima possibile per questo 
tipo di polimeri. 
 
3.2 Caratterizzazione 
1
H NMR dei derivati N
+
-rCh 
 
Lo spettro protonico (Figura 1) è costituito da una serie di segnali larghi in cui però si 
individuano quattro zone distinte: quella compresa tra 0.8 e 1.4 ppm, corrispondente a 
protoni di tipo metilico; il segnale netto a 1.93 ppm determinato dai protoni acetilici; la 
regione compresa tra 2.2 e 4.2 ppm che include segnali derivanti da protoni di anello e 
da protoni di tipo metilenico dei gruppi introdotti con la derivatizzazione e la zona 
compresa tra 4.3 e 4.6 ppm dove si individua un segnale largo corrispondente alla 
risonanza dei protoni anomerici H-1. Nella regione corrispondente alle risonanze 
metiliche si individuano due gruppi distinti di segnali: il primo tra 0.9 e 1.1 ppm e il 
secondo tra 1.1 e 1.4 ppm. Le risonanze a frequenze più basse correlano nelle mappe 
COSY (COrrelation SpectroscopY) (Figura 2) e TOCSY (TOtal Correlation 
SpectroscopY) (Figura 3) con raggruppamenti metilenici a 2.56 e 2.63 ppm, che a loro 
volta non correlano con altri protoni ad indicare che essi individuano raggruppamenti 
etilici isolati. In modo analogo il gruppo di segnali a frequenze più alte, anch’essi 
corrispondenti a protoni metilici, determina correlazioni scalari a 3.11, 3.30 e 3.43 ppm, 
che a loro volta non generano interazioni scalari con altri tipi di protoni. Pertanto, si 
individua un’altra serie di raggruppamenti etilici isolati ben differente dalla precedente. 
L’identità dei suddetti segnali quali gruppi CH3-CH2 è stata anche confermata per 
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analisi della mappa di correlazione eteroscalare gHSQC (gradient Heteronuclear Single 
Quantum Coherence) (Figura 4). Sulla base dei valori di chemical shift, che 
caratterizzano i due gruppi di residui etilici, è possibile ipotizzare che tra di essi quelli 
caratterizzati da chemical shift più bassi, sia dei protoni metilici sia dei metilenici, siano 
da attribuire a raggruppamenti etilici legati ad atomi di azoto neutri, mentre i gruppi 
etilici, che producono le risonanze a frequenze più alte, sono dovuti a residui legati ad 
azoti quaternarizzati. Tuttavia, nella mappa gHSQC (Figura 4) si individuano anche altri 
due set di gruppi metilenici non correlati scalarmente con raggruppamenti metilici e che 
producono risonanze tra 2.76 e 3.02 ppm e tra 3.49 e 3.90 ppm, di cui i primi 
corrispondono a valori di chemical shift del carbonio di circa 45 ppm e i secondi di circa 
60 ppm. I primi sono in accordo con raggruppamenti metilenici legati ad atomi di azoto; 
dato che tali gruppi nella mappa TOCSY (Figura 3) producono correlazioni scalari con 
raggruppamenti metilenici di gruppi etilici legati ad azoti quaternarizzati, essi possono 
essere assegnati ai gruppi metilenici legati al frammento N-Et-2 (il secondo gruppo 
etilico attaccato all’azoto). I metileni a circa 60 ppm correlano, invece, con protoni a 
3.68 e 3.82 ppm, che non sono scalarmente accoppiati con altri raggruppamenti 
metilenici e, pertanto, possono essere assegnati ai gruppi CH2 sul sito primario, i cui 
protoni sono marcatamente anisocroni in quanto diasterotopici. 
Nella mappa gHSQC (Figura 4) si individua chiaramente una serie di carboni di tipo 
metinico, di cui quelli a 102 ppm, che correlano con i protoni a 4.42 ppm, sono i carboni 
anomerici. I protoni ad essi legati, nella mappa COSY (Figura 2), correlano con i 
protoni a 2.43 e 2.75 ppm, che sono, quindi, da assegnare a protoni di tipo H-2 e i 
carboni ad essi legati sono individuabili a circa 63 e 57 ppm, rispettivamente. Nella 
mappa COSY (Figura 2) i protoni H-2 correlano scalarmente a 3.47 ppm e questa 
frequenza può, quindi, essere assegnata ai protoni H-3, i cui carboni, nella mappa 
gHSQC (Figura 4), sono individuati intorno a 73 ppm. Nella mappa gHSQC (Figura 4) 
si individuano altre estese zone corrispondenti a carboni di tipo metinico intorno a 72 e 
77 ppm, che correlano con protoni tra 3.4 e 3.7 ppm, regione in cui sono da attendersi i 
restanti metini di anello. Relativamente alla natura del sito di derivatizzazione, sulla 
base dei dati finora raccolti, è possibile osservare che i protoni metilenici sul sito 
primario, come evidenziato dall’analisi della mappa ROESY (Rotating-frame 
Overhauser Enhancement SpectroscopY) (Figura 5), non sembrano produrre alcuna 
correlazione dipolare con raggruppamenti metilenici di catena e, quindi, sembrano non 
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essere la sede prevalente della derivatizzazione. Al contrario, nella regione dello spettro 
protonico a circa 2.4 ppm, che è stata assegnata ai protoni di anello di tipo H-2, ma che 
in realtà è parzialmente sovrapposta a segnali prodotti da raggruppamenti metilenici 
legati ad azoti neutri, si individuano estese correlazioni dipolari con raggruppamenti 
metilenici e metilici di gruppi neutri e carichi, ciò porterebbe ad individuare nel gruppo 
NH2 il sito prevalentemente coinvolto nella derivatizzazione. In accordo, i protoni di 
tipo H-2 subiscono una notevole variazione del chemical shift in conseguenza della 
derivatizzazione. Infatti, nel chitosano non derivatizzato (r-Ch), i protoni H-2 risuonano 
a circa 3 ppm, nel chitosano derivatizzato (N
+
-rCh (60°), gli stessi protoni risuonano a 
2.43 e 2.75 ppm (Figura 6). Tuttavia, questo aspetto è ancora oggetto di studio. 
 
3.2.1  Analisi degli spettri 
1
H NMR 
 
È stato elaborato un protocollo di analisi delle aree integrate delle regioni spettrali (600 
MHz, D2O, 25 °C) finalizzato alla determinazione del grado di acetilazione, grado di 
derivatizzazione e numero di residui contenenti atomi di azoto quaternarizzati rispetto ai 
residui terminali contenenti atomi di azoto neutri. L’impiego di tale protocollo è qui 
illustrato per i campioni di chitosano rCh (32 KDa) e per il chitosano derivatizzato    
N
+
-rCh (60°). Il grado di acetilazione è stato ottenuto per integrazione della risonanza 
dei gruppi metilici rispetto all’integrazione di un protone di anello; il grado di 
sostituzione per integrazione della risonanza dei gruppi metilici di residui etilici legati 
ad atomi di azoto neutri o terminali rispetto all’integrazione di un protone di anello ed, 
infine, il numero medio (n) di residui contenenti azoti quaternarizzati dal rapporto tra le 
integrazioni relative alle risonanze dei gruppi metilici legati ad atomi di azoto 
quaternarizzati e neutri. L’integrazione di una risonanza corrispondente ad un protone di 
anello (F) è stata calcolata sulla base della seguente equazione: 
 
 F = (C – A’ x 8 – B’ x 8 ) / 6              (4) 
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dove A'= A/6 e B'= B/6 e A e C sono gli integrali relativi alle regioni spettrali indicate 
sullo spettro del composto N
+
-rCh (60°) (Figura 1) preparato a partire dal chitosano a 
più basso peso molecolare. è da osservare che, alternativamente, come segnale di 
riferimento si sarebbe potuto utilizzare quello corrispondente ai protoni di tipo H-1 a 
circa 4.4 ppm, ma la loro integrazione risulta assai poco accurata a causa della parziale 
sovrapposizione con il segnale residuo HDO del solvente utilizzato nella misura. 
Pertanto è possibile definire: 
  Grado di acetilazione = (D’ / F) x 100 dove D’= (D / 3)          (5) 
Grado di sostituzione = (A’ / F) x 100            (6) 
e il numero di residui contenenti atomi di azoto quaternarizzati n: 
n = (B / A)                (7) 
 
In questo modo è stato determinato il grado di acetilazione, il grado di sostituzione e il 
numero di residui contenenti atomi di azoto quaternarizzati (Tabella1). 
 
3.3 Attacco covalente dei gruppi tiolici sui derivati N
+
-rCh 
 
Dai valori di GS e di acetilazione riportati nella Tabella 1, sembra che sui derivati      
N
+
-rCh erano ancora presenti significative frazioni di unità di glucosammina non 
sostituite, precisamente, circa il 60% nel caso di N
+
-rCh (50°) e circa il 35% del caso di 
N
+
-rCh (60°). Queste unità erano potenzialmente disponibili per l'attacco covalente di 
gruppi tiolici tramite la formazione di legami ammidici tra il gruppo amminico primario 
della glucosammina ed il gruppo carbossilico del TGA. La nostra analisi ha infatti 
dimostrato la presenza di gruppi tiolo e disolfuro legati in modo covalente, le cui 
frazioni nei prodotti N
+
-rCh -SH si trovano nella Tabella 2. Nella fase ricevente della 
dialisi è stato introdotto NaCl, usato per purificare i polimeri tiolati, allo scopo di 
facilitare l'allontanamento del TGA anionico non reagito e la sua sostituzione con 
cloruro come controanione di N
+
-rCh -SH. Nel corso della dialisi è stato mantenuto  un 
pH acido perché  l'ossidazione del tiolo a disolfuro è favorita in ambienti neutri/alcalini. 
Nonostante tutto, la maggior parte dei tioli subì ossidazione, come appare dal confronto 
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tra contenuto di disolfuro e tioli per entrambi i derivati tiolati. Malgrado questo, 
entrambi i polimeri rimasero facilmente solubili in acqua. I valori medi di tiolo e 
disolfuro per N
+
-rCh (50°)-SH riportati in Tabella 2 sembrano essere circa il doppio dei 
rispettivi valori relativi per N
+
-rCh(60°)-SH. Ciò praticamente riflette il rapporto tra le 
unità di glucosammina disponibili per la tiolazione, presenti nei rispettivi polimeri     
N
+
-rCh progenitori. Il contenuto in tiolo di ciascun polimero tiolato è rimasto 
virtualmente immodificato dopo un anno dalla preparazione allo stato di liofilizzato a  
-20°C al buio. 
 
3.4 Studi di mucoadesività 
 
Non si verificato alcun adsorbimento significativo dei prodotti studiati per la 
mucoadesività sulla faccia muscolare del segmento intestinale. Al contrario, frazioni di 
massa significative di polimeri in soluzione venivano adsorbiti sulla mucosa intestinale 
messa a contatto con le loro dispersioni/soluzioni alle concentrazioni di 0.1 o 2.0 
mg/mL. Ciò appare dai dati riportati nella Tabella 3. L'adsorbimento dei polimeri, 
mostrato in Tabella 3, in tutti i casi era significativamente più forte con la più alta 
concentrazione della soluzione a contatto. Questo può essere preso come un'indicazione 
della natura cooperativa dell'interazione tra le macromolecole adsorbite e le 
glicoproteine del muco. Un confronto dei dati riportati in Tabella 3 relativi ai derivati 
N
+
-rCh tiolati e non, mostra una mucoadesività significativamente più forte per quelli 
tiolati ad ogni concentrazione testata, ed infatti l'azione sinergica dei gruppi ammonici 
quaternari e dei tioli nel promuovere la mucoadesività dei derivati del chitosano è stata 
già sottolineata nell'Introduzione. Questi dati supportano l'assunzione che le 
nanoparticelle preparate da polimeri mucoadesivi sono esse stesse mucoadesive, purché 
la loro superficie mantenga le caratteristiche dei polimeri che sono responsabili della 
mucoadesione. 
 
3.5 Formazione di nanoparticelle N
+
-rCh (50°)-SH/rHA e N
+
-rCh (60°)-SH/rHA 
 
Con i polimeri preparati nella presente tesi, N+-rCh(50°)-SH e N+-rCh(60°)-SH è stato 
possibile preparare nanoparticelle di dimensioni comprese tra 270 e 370 nm e quindi 
adatte ad essere somministrate per via orale. In effetti è stato dimostrato che 500 nm è il 
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limite massimo per le nanoparticelle perché siano in grado di superare lo strato di muco 
intestinale per endocitosi (Jani et al., 1990) 
  
3.6 Conclusioni 
 
I derivati ottenuti facendo reagire il chitosano depolimerizzato con DEAE-Cl avevano la 
stessa struttura di N,O,-[N,N-dietilamminometil(dietildimetileneammonio)n]metil 
chitosano di quelli ottenuti a partire dal chitosano commerciale, sebbene il primo avesse 
un PM molto più basso. La temperatura di reazione esercitava un'influenza significativa 
sulle proprietà strutturali di tali derivati come il grado di sostituzione delle strutture 
cariche positivamente sulle unità di ripetizione del chitosano ed il numero di gruppi 
ammonio quaternario adiacenti in ciascuna struttura. Tuttavia la media del numero di 
cariche positive per unità di ripetizione del polimero era simile, più precisamente, era 
molto vicino a 1 per qualsiasi derivato. Il tentativo di immobilizzare gruppi tiolici sulle 
unità di ripetizione dei coniugati chitosano-ammonio quaternario ha avuto successo. I 
derivati tiolati sono più mucoadesivi dei corrispettivi coniugati non tiolati. Con questi 
derivati è stato possibile preparare nanoparticelle mucoadesive di dimensioni adatte ad 
essere internalizzate dalle cellule. 
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Tabelle e grafici 
 
 
Tabella 1: Effetti della temperatura di reazione (T) sul grado di acetilazione (GA), sul 
grado di sostituzione (GS), sul numero di gruppi ammonio-quaternari nelle catene 
pendenti (n), dei coniugati chitosano-ammonio quaternario. Media ± DS di 3 
preparazioni 
T (°C) Sigla del polimero GA (%) GS (%) n 
40
a
 nr
a
 nr
a 
nr
a 
nr
a 
50 N
+
-rCh(50°) 12.3  3.6 26.4  7.0 3.8  0.3 
60 N
+
-rCh(60°) 10.5  0.8 55.3  3.2 2.1  0.1 
65
b 
N
+
-rCh-8
b 
18
b 
59.2  4.5b 1.7  0.1b 
a
 Non riportati perché non riproducibile.  
b 
Dati da Zambito et al. (2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 2: Risultati dell’analisi iodometrica dei polimeri tiolati e delle nanoparticelle (NPs). Media±DS di 6 preparazioni. 
 
Prodotti analizzati 
GS
a
Tioli 
   (%) 
Contenuto di                   
tioli (mol/g) 
GS
a 
Disolfuro (%) Contenuto di 
disolfuro (mol/g) 
N
+
-rCh(50°)-SH 2.8  0.4 87.5  14.0 15.8  2.8 490.8  87.7 
N
+
-rCh(60°)-SH 1.4  0.3 35.0  6.5 8.3  1.6 205.2  39.6 
N
+
-rCh(50°)-SH/ rHA  NPs, 
Immediatamente dopo la preparazione 
2.8  0.6 85.8  18.9 nd
b 
nd
b
 
N
+
-rCh(50°)-SH / rHA NPs, 
24 h dopo la preparazione 
2.6  0.5 79.9  14.3 nd
b 
nd
b
 
N
+
-rCh(60°)-SH/rHA NPs, 
Immediatamente dopo la preparazione 
1.8  0.3 45.2  7.4 nd
b 
nd
b
 
N
+
-rCh(60°)-SH/rHA NPs, 
24 h dopo la preparazione 
1.9  0.3 47.3  7.6 nd
b 
nd
b
 
a
 Grado di sostituzione sulle unità di ripetizione del polimero. 
 
b
 Non riportato 
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Tabella 3: Frazione di massa di differenti polimeri marcati con FITC assorbiti sulla mucosa intestinale di ratto da soluzioni aventi diversa 
concentrazione (C0).Media±DS (n=3) 
C0 (mg/mL) Frazione di massa assorbita (%) 
N
+
-rCh(50°) N
+
-rCh(50°)-SH N
+
-rCh(60°) N
+
-rCh(60°)-SH rHA 
0.1 30.02.6 41.02.0 30.81.4 38.01.5 14.22.4 
2.0 48.55.3 64.42.7 52.73.9 69.62.0 50.00.9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Spettro 
1
H NMR (600 MHz, D2O, 25 °C) di N
+
-rCh (60°): risonanze dei gruppi metilici legati 
ad azoti neutri (A) e quaternarizzati (B), risonanze dei gruppi metilici dell’acetile (D), segnali relativi ai 
protoni metilenici di catena (○, ●) e ai protoni di anello (C) e risonanza dei protoni anomerici (E) 
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Figura 2. Mappa COSY (600 MHz, D2O, 25 °C) di N
+
-rCh (60°) 
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Figura 3. Mappa TOCSY (600 MHz, D2O, 25 °C) di N
+
-rCh (60°) 
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Figura 4. Mappa gHSQC (600 MHz, D2O, 25 °C) di N
+
-rCh (60°) 
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Figura 5. Mappa ROESY (600 MHz, D2O, 25 °C, mix 0.2 s) di N
+
-rCh (60°) 
 
         Figura 6. Regioni spettrali 
1
H NMR (600 MHz, D2O, 25 °C) di rCh e N
+
-rCh (60°) 
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